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Struktury i wlasciwosci immunochemiczne oligosacharydow
endotoksyn bakteryjnych i ich zastosowanie w szczepionkach

neoglikokoniugatowych

Streszczenie

Szczepionki glikokoniugatowe gcza w sobie wiasciwosci antygenowe sktadnikow
cukrowych i bialkowych. Obecnos$¢ biatka zwigksza skuteczno$¢ sktadnika cukrowego w
indukowaniu odpowiedzi immunologicznej. Zaleta szczepionek koniugatowych jest
bezpieczenstwo, wynikajace z doktadnej charakterystyki antygenéw. Badania, opisane w
niniejszej pracy, koncentrowaty si¢ na ocenie wlasciwosci immunogennych oligosacharydow
rdzenia pochodzacych z bakterii Gram-ujemnych oraz toksoidéow otrzymanych na bazie
toksyn bakterii Gram-dodatnich. Otrzymane glikokoniugaty, zaprojektowano tak, aby byly
bezpieczne w stosowaniu oraz skutecznie indukowaty wytwarzanie przeciwcial ochronnych
przeciwko mozliwie szerokiemu spektrum bakterii. Metody analityczne wykorzystane do
charakterystyki strukturalnej antygendw cukrowych 1 biatkowych oraz glikokoniugatow
obejmowaty spektrometri¢ mas (MS) 1 spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jagdrowego
(NMR).

Oligosacharydy rdzenia (R1 i R1Z) pochodzace z lipooligosacharydu (LOS) typu
R1 bakterii Escherichia coli, zostaly wyizolowane z wykorzystaniem chromatografii
oddzialywan hydrofilowych (HILIC) na kolumnie ZIC®-HILIC. Polaczenie chromatografii
cieczowej 1 spektrometru masowego ze Zrodlem jonow typu elektrorozpylanie, umozliwiato
bezposrednig analiz¢ zawarto$ci eluentu i izolacj¢ oligocukréw na podstawie niewielkich
réznic w budowie. Pierwszy uzyty nos$nik biatkowy (TBd), zwieral C-koncowy fragment
domeny receptorowej toksyny B z bakterii Clostridium difficile, ktory nie wykazuje
wlasciwosci  cytotoksycznych. Biatko TBd zostatlo wybrane i zaprojektowane jako
potencjalny sktadnik szczepionki przeciw C. difficile, a jednoczesnie jako biatko nosnikowe
w glikokoniugacie. Drugim biatkiem nosnikowym byl, czesto uzywany w szczepionkach
koniugatowych, toksoid tezcowy (TTd). Oligosacharydy skoniugowano z no$nikami (TBd i
TTd), a otrzymane glikokoniugaty, scharakteryzowane z wykorzystaniem technik

immunoblottingu 1 MS, postuzyty do immunizacji krolikow.



Surowice pobrane od immunizowanych krolikow, ktére najsilniej reagowaty z LOS
typu R1, przebadano z lipopolisacharydami (LPS) wyizolowanymi z 33 wybranych bakterii
Gram-ujemnych. Przeciwciala wykazaty silng reakcj¢ krzyzowa z LOS lub LPS
zawierajagcymi oligosacharydy rdzenia identyczne lub bardzo podobne do oligosacharydu
typu R1. Dodatkowo, w surowicach anty-R1Z stwierdzono obecno$¢ przeciwcial reagujacych
z LPS bakterii Bordetella pertussis 186 i Klebsiella pneumoniae O3 oraz O5. Wigzanie
przeciwcial obecnych w surowicy z antygenami wyst¢pujacymi na powierzchni
nienaruszonych szorstkich i gtadkich bakterii Gram-ujemnych E. coli R1, O18 i 039,
Klebsiella pneumoniae O3 i O5 i Bordetella pertussis 186 zostato potwierdzone za pomoca
technik cytometrii przeptywowej. Surowice wykazywaty rowniez aktywno$¢ bakteriobodjcza
wobec wyzej wymienionych szczepow.

Analiza STD NMR oligosacharydéow R1, R1Z i B. pertussis 186 wykazata epitopy
odpowiedzialne za oddzialywanie z immunoglobulinami G wyizolowanymi z badanych
surowic. W przypadku oligosacharydow wyizolowanych z E. coli, byly to glownie reszty
cukrowe znajdujace si¢ w rdzeniu zewng¢trznym. Przy czym nie zaobserwowano roznic dla
dwoch badanych glikoform. Analiza antygenu, pochodzacego z B. pertussis ujawniala, ze

dystalny trisacharyd jest odpowiedzialny za silne oddziatywanie z przeciwciatem.



